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摘 要 SQNC$ 是猪防御系统起重要作用的抗菌小肽，为实现其在毕赤酵母中的表达，根据已发表的猪!防御素 $（SQNC$）氨

基酸序列和酵母偏好密码子，用 S</ 方法获得 SQNC$ 基因，克隆到分泌型表达载体 7SI<TU 信号序列"因子之后，构建重组表

达质粒 7SI<TUCSQNC$，用 5+,#将其线性化后转化毕赤酵母 V3N$$"B，采用 S</ 法筛选 3:8W 表型，在 6XO$ 启动子调控下，分子

量约 YZE [N 的 SQNC$ 抗菌肽得到表达。抗菌特性研究表明，该表达产物对金黄色葡萄球菌有较好的抑菌活性。首次在毕赤

酵母表达系统中实现了 SQNC$ 的分泌表达。
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抗菌肽是近年来发现的广泛存在于生物体内的

一种具有强抗菌作用的多肽，由于其独特的抗菌机

制［$，!］，病原微生物不易对其产生耐药性，因此，抗菌

肽成为 最 具 开 发 前 景 的 抗 生 素 替 代 品。防 御 素

（2+G+>=1>）是抗菌肽中较为重要的一种，主要来源于

上皮组织，是正常机体抵抗外界病原微生物入侵的

第一道防线。猪的!C防御素 $（7&.01>+!C2+G+>=1> $，

SQNC$）广泛分布于消化道、呼吸道、肝肾等多种组织

细胞内，在猪防御系统中有重要作用［; a E］。它可作

为食品保鲜剂和饲料添加剂，因此，通过克隆表达

7.9C$ 基因获得抗菌肽将能带来极大的社会经济效

益。

SQNC$ 在大肠杆菌表达系统［"］和昆虫杆状病毒

表达系统［D］中的表达已有报道，虽然大肠杆菌生长

快，培养基廉价，但所表达的外源蛋白难以进行正确

的翻译后修饰加工，且融合表达的后处理麻烦。而

昆虫杆状病毒表达的外源蛋白虽能得到良好的翻译

后修饰加工，但其成本较高，不适宜大规模生产。而

毕赤酵母（7#0"#+）表达系统以其无可比拟的优越性

成为近年来发展迅速、应用广泛的真核表达系统。



本研究将 !"#$% 基因插入毕赤酵母表达载体，期望

在毕赤酵母系统中获得有抗菌活性的猪抗菌肽，为

进一步探索利用基因工程手段进行大规模生产抗菌

肽奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：! & "#$% ’(!%)，金黄色葡萄球菌

标准株，&%"’%( )(*+#,%* *+#%%,-，.!/012 均由本实

验室保存。

!"!"# 工具酶和生化试剂：34’56 #78 聚合酶、#78
限制性内切酶及 ’9 #78 连接酶均为 ’525:5 公司

产品；’;<.=>?@、A@5B= 34=;5C= 为 (4>DE 公司产品；F9%-
为 /?GD=;>H@? 公司产品；A7" 为 8I;@BC> 公司产品；

"D>=D? 为 "D>J5BDC 公司产品；其余常用试剂为国产或

进口分析纯。培养基参照 /?GD=;>H@? 公司 +KL=D$0>.<
&%"’%( 34.;@BBD>? 2D= 说明书配制。

!"# 方法

!"#"! 引物合成：根据酵母偏好密码子［-，1］和 &-.$
% 基因成熟肽氨基酸序列［M］，设计合成 !"#$N、!"#$
:、3!"#$N、3!"#$: 共 9 条引物，!"#$N、!"#$: 之间

有 %- J. 互补配对，用于拼接 &-.$% 基因，3!"#$N、

3!"#$: 用于在 &-.$% 基因两端加入 !"#:!酶切

位点。序列如下：

!"#$N：OP$88F8808’0FF’880’0’F’’’0’’F’’’F8
FF88088FFF’F’’’F’8’F008FF888F’F’F0’0
08$MP
!"#$:：OP$’’80’’’0’’’’F088080’’880’’F’FF0
8’’008088F’80088’’’F’’’08’0’’’FF8F08
080’’’00’FF$MP；
3!"#$N：OP$F00F88’’088F8808’’FF’880’$MP
3!"#$:：OP$FF0F88’’0’’80’’’0’’’’F088080$MP

（划线部分为 !"#:!酶切位点）

!"#"# !0: 扩增：!"#$N、!"#$: 互为模板、引物，进

行 !0: 扩增。反应条件：19Q预热 OID?，然后，19Q
%ID?，OOQ M)B，RSQ M)B，SO 个循环；最后，RSQ继

续延伸 %)ID?，获得 &-.$% 基因，以此为模板，3!"#$
N、3!"#$: 为引物，将酶切位点加在 !"#$% 基因的

两端，反应条件同上。

!"#"$ 重组表达质粒的构建及鉴定：!0: 产物和

.!/012 分别经 !"#:!酶切、连接，转入大肠杆菌

’(!%)，获得的重组质粒用 OP /01% 和 3!"#$: 做定

向 !0: 鉴定和序列测定，筛选出阳性克隆。

!"#"% 酵母的电击转化及 +K=T 转化子的筛选：将

2($!线性化的 .!/012$&-.$% 转入 *+#%%,- 感受

态细胞（%UOVW、SO"N 电击 OIB），立即加入 %IX 预冷

的 %I>LYX 山梨醇混匀，涂布于含 SIHYIX F9%- 的

+#平板上，M)Q培养至单菌落出现。采用 !0: 方

法分析 &-.$% 基因是否整合到酵母基因组 #78 及

转化子表型：提取重组酵母基因组 #78 作为模板，

以 OP/01%、MP/01% 为引物进行 !0: 鉴定，实验方法

参见 /?GD=;>H@? 公司 +KL=D$0>.< &%"’%( 34.;@BBD>? 2D=
说明书。

!"#"& 重组 & & )(*+#,%* 的诱导表达：挑取重组 & &
)(*+#,%* 及实验对照（.!/012Y*+#%%,-），接种到 SOIX
"+FA 中培养至 0.,)) 达到 9U) Z ,U)，室温 %O))H 离

心 OID?，用 %))IX "++A（.[,U)）重悬至 0.,)) 约为

%U)，甲醇诱导培养 RE，每隔 S9 \ 取样及补加 %))]
甲醇至终浓度为 )UO]。样品离心取上清，̂ S)Q
冻存备用。将诱导 % Z RE 的表达上清约 M))"X 用

’08（三氯乙酸）浓缩 %) 倍，加上样缓冲液进行 *#*$
!8F3 分析。

!"#"’ 重组 !"#$% 抗菌活性检测：重组 !"#$% 抗菌

活性实验通过抑菌圈法检测。在斜面培养基培养金

黄色葡萄球菌。用无菌水冲洗斜面，获得悬浮液，取

%O)"X 加入灭菌 X"（约 O)Q），混匀倒平板，待凝固

后打直径 SII 孔，每孔加 O)"X 表达上清，MRQ培养

过夜，观察抑菌活性。

# 结果和分析

#"! 抗菌肽 !"#(! 基因的拼接、克隆及重组表达

质粒的构建

经 !0: 扩增得到 !"#$% 基因应为 %9% J.，!0:
产物经 %UO]琼脂糖凝胶电泳显示，与预期大小相

符（如图 %8）；重组表达质粒用 OP /01% 和 3!"#$:
进行定向 !0: 鉴定，扩增带约 O%) J.（OP/01% 引物

到 !"#:/ 位点前的 SRM J. 加 %9% J.）的菌株可以确

定 !"#$% 基因以正确方向连接到载体 .!/012 上，琼

脂糖凝胶电泳结果如图 %"。测序结果表明，!"#$%
基因序列完全正确，并以正确的方向插入 .!/012
!"#:!位点，重组表达质粒的构建完全正确，将其

命名为 .!/012$&-.$%。

#"# 筛选、鉴定 )*+, 转化子

通过 !0: 扩增鉴定重组酵母生长表型，大约

-)]的为 +K=T ；!0: 扩增结果显示，阳性重组子出

现约 SUS VJ 的野生型 /01% 基因片段扩增带及 ,SR
J. 长度的产物（ /01% 上、下游引物之间序列 91SJ.
与插入的目的基因片段 %MOJ. 之和）扩增带（如图

RM)%姜丽华等：猪#防御素 % 基因在毕赤酵母中的分泌表达



!），与预期结果相符。

图 " !"##" 基因的 $%& 扩增产物（’）

及重组质粒的 $%& 鉴定（(）

)*+, " $%& -./01234 /5 !"##" +676（’）870 *0673*5*283*/7
/5 .62/9:*7873 -;849*0 <*3= $%& 362=7*>16（(）

?：@A!BBB 98.C6.；"，!（’）：$%& -./01234 /5 !"##"；"（(）：$%&
*0673*5*283*/7 /5 .62/9:*7873 -;849*0,

图 ! 酵母重组子的 $%& 鉴定

)*+, ! D0673*5*283*/7 /5 .62/9:*7873 !$%&$’ :E $%&
"，F，G，H：412264451; 3.8745/.960 ?13 I -=67/3E-6；!：8:/.3*J6
3.8745/.983*/7 /5 !$%&$’；K：412264451; 3.8745/.960 ?134-=67/3E-6；L：3=6
$%& -./0123 5./9 M?@""KL；N：@O’ 98.C6.!P($)0"；Q：@O’ 98.C6.
@A!BBB,

!"# $%$&’()*
对上述筛选的阳性重组酵母进行诱导培养，获

得的上清液进行 M@M#$’RS，结果显示，在相对分子

质量（?.）约 NTG C@ 处有特异蛋白带（图 F），与预期

分子量大小相符，而对照酵母未出现相应蛋白带。

从下图可以看出，重组酵母诱导 F 0 抗菌肽分泌表

达量最高。

图 F $(@#" 重组酵母的表达上清 M@M#$’RS 分析

)*+, F M@M#$’RS 878;E4*4 /5 21;31.6 41-6.783873
/5 .62/9:*7873 E6843

%U：-$D%QU#M?@""KL *701260 5/. QK=（ 76+83*J6 2/73./;）；" V H：

-$D%QU#$(@#M?@""KL *701260 5/. " V H 08E4；?：;/< 9/;621;8. -./36*7
98.C6.（!KTK!G，"KTQGB，"NTNFH，KTG"!，FTNQK，"TN!F C@）,

!"+ 摇瓶诱导表达和表达产物的生物活性

?13I 重组菌进行大量诱导表达，表达上清有很

强的抑菌活性，图 N 为表达上清对金黄色葡萄球菌

的抑菌实验。

图 N 重组酵母表达上清抑菌活性实验

)*+, N ’73*:8236.*8; 823*J*3E /5 .62/9:*7836
!$%&$’ 41-6.783873

%U：21;31.6 41-6.783873 /5 -$D%QU#M?@""KL；" V N：6W-.64460 $(@#"
8536. *701260 /5 !N=，NL=，H!= 870 QK=,

# 讨论

由于长期滥用抗菌药物，细菌耐药性问题已经

成为困扰医学界的一大难题。克服细菌耐药性问题

是当务之急，抗菌肽作为生物机体内天然免疫系统

的重要组成部分，具有抗细菌、抗病毒、抗真菌、抗肿

瘤等多种生物学活性，具有作为新型抗生素的潜在

应用前景。但从天然资源中提取抗菌肽和多肽合成

成本较高，因而阻碍了其广泛应用，采用基因工程方

法生产抗菌肽是解决问题的一条经济有效的途径。

目前已建立的原核和真核表达系统，其代表分

别为大肠杆菌表达系统和酵母表达系统。大肠杆菌

表达系统是基因表达技术中发展最早，应用广泛的

经典表达系统，与其他表达系统比较，此系统具有遗

传背景清楚、繁殖快、成本低、抗污染能力强以及适

用范围广等优点；但同时该表达系统也有明显的缺

陷，如表达产物缺少翻译后修饰，易折叠错误导致表

达产物没有活性，而且大肠杆菌本身含有内毒素等，

另外，由于抗菌肽对大肠杆菌有很强的杀伤力，因而

不宜在大肠杆菌中直接表达，而采用融合蛋白方式，

表达后需对产物进行裂解纯化等后处理。导致成本

上升。酵母表达系统是近年来迅速发展起来的一种

具有诸多优点的表达系统。它具有大肠杆菌表达系

统生长繁殖迅速、营养要求简单，可工业化、大规模、

高密度发酵培养等优点，同时又具有真核细胞翻译

后修饰加工功能，而且酵母毒性比细菌小，安全可

靠。还有抗菌肽表达产物对酵母无毒性，可以直接

表达出有活性的抗菌肽，而且酵母菌可以将表达的

外源蛋白通过一定的途径分泌到胞外，加之酵母在

生长过程中自身分泌的成分少，从而使后续纯化步

骤简单，有利于蛋白的分离纯化。
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本实验的重要意义在于这是首次报道的用 ! !
"#$%&’($ 表达系统对 "#$%& 这种抗菌短肽进行异源

表达。本项研究弥补了抗菌肽天然提取成本高等缺

陷，获得了具有生物学活性的抗菌肽基因工程真核

表达株，为用基因工程方法生产无毒副作用、无有害

残留、不易使细菌产生耐药性的具有多种生物活性

抗菌肽奠定了基础。但在本实验中，得到的表达水

平不够理想，还需要进一步地优化 !()*(# 酵母表达

要素，实现外源基因在 !()*(# 酵母中的最佳表达。
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欢迎订阅《中国农业科学》

《中国农业科学》由农业部主管、中国农业科学院主办。主要刊登农牧业基础科学和应用科学研究论

文：作物遗传育种·种质资源·分子遗传学；耕作栽培·生理生化；植物保护；土壤肥料·节水灌溉·农业生态环

境；园艺·园林·贮藏·保鲜·加工；畜牧·兽医·资源昆虫；综述与专论；研究简报；快讯等。读者对象是国内外

农业科学研究院（所）、农业大专院校、综合性大学的农业科研、教学与管理人员。

《中国农业科学》多年来一直被国内外著名数据库（中国科技论文与引文分析数据库、中国学术期刊（光

盘版）数据库、维普中文科技期刊数据库、+3、+3#Y 数据库等）收录。影响因子、总被引频次连续多年居全国

农业科技期刊前列。从 @AAA 年起连续 F 次获“国家自然科学基金重点学术期刊专项基金”的资助。中国期

刊方阵双高期刊；@AAA 年获“首届国家期刊奖”，@AAF、@AAB 年获“第二、三届国家期刊奖提名奖”；@AA@ Z @AAP
年连续荣获第三届、四届全国农业优秀科技期刊评比一等奖、特等奖。从 @AA@ 年起多次被中国科技信息研

究所授予“百种中国杰出学术期刊”称号。中国科学院评选中国自然科学期刊显示度排名列农林科技学术

类期刊第一名；北京大学图书馆编著的《中文核心期刊要目总览（@AAP 年版）》位居“农学、综合类核心期刊

表”首位。

《中国农业科学》英文版（A+’()@8%@’#8 6)(,-),$ (- :*(-#）@AA@ 年创刊，自 @AAU 年 & 月起，正式与国际著名的

[5?-;6-= 出版集团合作，海外发行将由 [5?-;6-= 全面代理，其电子版全文数据将登上 [5?-;6-= 的 I76-.7-$6=-78 平

台面向世界发行。

《中国农业科学》大 &U 开，每月 &A 日出版，国内外公开发行。每期 @&U 页，定价 FC ! BA 元，全年定价

PDP\AA 元，国内统一刊号：+]&& E &F@O^I，国际标准刊号：YII]ABDO E &DB@，邮发代号：@ E &FO，国外代号：

#*PF。

《中国农业科学》英文版大 &U 开，每月 @A 日出版，每期 &@O 页，国内订价 @A !AA，全年 @PA !AA，国内统一刊

号：+]&& E PD@A^I，YII]&UD& E @C@D，邮发代号：@ E OB&，国外代号：&BC&*。

邮编：&AAAO&；地址：北京中关村南大街 &@ 号《中国农业科学》编辑部

电话：A&A E U@&C&UFD，UOC&COAO，U@&C&UFO；传真：A&A E UOCDU@PP !
网址：QQQ!+,6.132=6I76 ! 79< [%<165：R2.W_N‘<165 ! 711? ! .-8 ! 7.
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